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教授今野多助
論文内容要旨
              目的
 バースト形成促進因子 (burst promoting activi七y, BPA) は, 前期赤血球系前駆細胞 (burs七
 forming unit erythroid, BFU-E) の分化・増殖を促進する因子として知られているが, これ
 までBPA作用 を有する因子として単離されたものの多く は, マイ トジェ ンによって刺激されたリ
 ンパ球や腫瘍細胞の培養液中に発見されたものであり, 生体内の造血調節系の一部と して生理的
 に機能 している因子かどうかは不明である。 一方, 再生不良性貧血 (aplas七ic anemia, AA) 患
 者の尿中に はBPA活性の増加 が報告さ れている ものの, 現在ま でのところ完全精製の報告はな い。
 そこで, BPAの赤血球形成における造血調節の意義を明らかにするために, AA患者の尿よりBP
 A (uBPA) の精製を試み, その性質を明 らかにするととともに他の造血因子との比較検討を行
 なった。
              方法
 BPA assay は, ヒト末梢血中のBFU-Eを標的細胞と し, メチルセルロース法によるバースト
 コロニー形成を指標として行なった。 すなわち, O型健常人から, ヘパリ ン加静脈血を採取 し,
 Ficon-Hypaqueによる比重遠心法にて単核球を分離 し, 非付着細胞をIMDMの培養液と して3
 ×105/mlに調整 し, これに0. 8%メチルセルロース, 30%AB型血漿, 1μ/mlのりコンビナント
 エリスロポエチン (rEpo), 5×10-5Mの2一メ ルカ プトエタノール, 検体を添加 し, 24ホール
 のマイクプレー トにてM日間培養 した。 BFU -Eの由来のコロニ・ 一の算定は, ブルーフィ ルター
 を用いて倒立顕微鏡下で行ない, 赤色またはオ レンジ色に見える細胞集団で, 細胞100個以上よ
 りなる シン グルコロニーまたは 2個以上のサ ブコ ロ二一よりなる ものをBFU -E由来のコロニー
 とした。 BPA活性は, 検体を含まないコント ロールのコロニー数を100%として表現 した。 uBPA
 の精製は以下の工程で行なわれた。 まず, 尿中BPA活性の高い同一のAA患者より新鮮な尿を約
 1002集め, pH7. 4の5mMリ ン酸ナトリウム緩衝液 (NaPB) で24時間透析し脱塩した。 透析尿
 を3,000×g, 15分遠心し, 上清をDEAEセルロースカラムにアプライ し, 同一の緩衝液で洗浄し
 た後, 300mM NaClを含む5mMNaPBで溶出 した。 溶出されたBPAの活性画分は, 5mM NaP
 Bで透析 した後, ハイ ドロキシルアパタイ トカラムクロマトグラフィーを行なった。 5mMから
 250mMのNaPBの直線濃度勾配 を用 いてBPA溶出 した。 ここで得 られたBPAの活性画分を再度
 DEAEセ ルロースカ ラムを用いて濃縮 し, 次にセファクリ ルS-300カラムク ロマトグラ フィーを
 行なった。 得られたBPAの活性画分をさらに調整用ポリアクリルアミ ド電気泳動 (PAGE) にて
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 精製 した。 各精製ステップの分画 は全て等張リ ン酸緩衝液 で透析 し, ミリポァフィ ルターで滅菌
 した後, BPA assayに供 した。
               結果
 uBPA はDEAEセルロースカラムクロマトグラフィーでは200～250mMのNaClで溶出され, ハ
 イ ドロキ シルアパタイ トカラムクロマト グラ フィーでは100～150mM のNaPBで溶出された。
 uBPA の分子量 はセファクリ ルS -300カ ラムク ロマトグラ フィ 一上約80,000か ら約110,000と 推定
 された。 さらに調整用PAGEで精製を行なったところ, uBPA はSDS-PAGE上均一となり約
 65,000の分子量を示 した。 最終的に約1002のAA患者尿を用いた場合, 約50 μgの蛋白標品が得
 られ, 比活性は80,000コロニー/mgと計算された。 ヒト骨髄細胞を標的細胞に して培養すると,
 uBPAの添加によりBFU-Eコ ロニー形成のみが刺激され, 他の系統のコロニー形成 は刺激され
 なかった。 またuBPAの熱安定性について検討すると, uBPAは70℃ま で熱に対して安定で, 80℃
 以上になると失活 した。
              考察
 AA患者尿中に認め られるuBPAは生体内の造血調節系の反応と して過剰生産されたものと考
 えられ, 生理的な因子としての可能性が高く, uBPAの精製によりBPAの生体内における造血調
 節系での意義がより明 らかにできるものと考えられる。 しか し, uBPAにっ いてはこれま で完全
 精製の報告はなく, 今回uBPAの精製を試みた。 uBPAの最終精製標品 はSDS-PAGE上均一であ
 り, 約65,000の分子量を示 した。 これま でAA患者尿以外で単離されたBPAあるいはBPA作用を
 有する因子の分子量は28,000前後であり, 今回精製 したuBPAは分子量的にそれらと は異なる新
 しい分子種である可能性が高い。 また, 精製したuBPAはBFU -Eコロニーのみを増加させ, 他
 の系統のコロニーを増加させないことから, 赤血球系に対する1ineage specificityを有すること
 が推察された。 精製 したuBPA は70℃ま で熱 に対して安定であったが80℃以上になると失活 した。
 BPAは100℃で安定であるという従来の見解に比 して, uBPA はやや熱感受性が高いと考えられ
 た。 以上観察された性質より, uBPAはこれま でに単離されたBPA作用を有する因子, とりわけ
 IL-3と は異なる分子種であると考え られた。
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 審査結果の要旨
 Burst promoting acむMty (BPA) は, 前期赤血球系前駆細胞 (bursげorming unit erythroid,
 BFU-E) の分化, 増殖を促進する因子であり, リ ンパ球や腫瘍細胞によって産生される1種の
 cy七〇kineであるとされている。 しか しBPAの化学的構造や性質などについては一切不明のままで
 ある。
 桜井忠実は, 再生不良性貧血患者の尿中にBPA活性が増加 していることに着目 して, それを抽
 出・精製 し, そ の性質を明 らかに しょうと した。
 尿中BPAは, 再生不良性貧血患者尿をおよそ100L集め, これを出発点として種々 の化学的精製
 法を用い, 最終的にはポリアクリムアミ ド電気泳動 (PAGE) にて分離した。
 尿中BPA はDEAEセルロースカラムク ロマトグラ フィーでは200～250mMのNaCユ で溶出さ れ,
 ハイ ドロキシアパタイ トカラムクロマトグラフィーでは100～150mMのNaBPで溶出された。 尿
 中BPAの分子量 はセファクリ ルS ～300カラムク ロマトグラ フィ 一では約80, 000 一'1 10,000 と推定さ
 れた。 これをさ らに調整用 PAGEにかけると, 均一なバンドを示 し, その分子量はおよそ65,000
 となった。 最終的には約50 μgの蛋白標品 が得 られた。 この標品の比活性 は80,000コ口ニー/mg
 と計算された。 ヒト骨髄細胞を標的細胞として培養すると, 尿中BPAの添加により, BFU -Eコ
 ロニー形成のみが刺激され, 他系統のコロニー形成には何の影響も及 ぼさなかった。 この尿中
 BPAは70℃までの加熱には安定であったが, 80℃以上では失活 した。
 ここに抽出 したヒト尿中BPAは, これま で報告されたBPA, 又はBPA様活性を有す る物質, と
 りわ け巳一 3と は全く異なる ものであった。
 桜井忠実のこの研究は, ヒト尿中burst promo七ing ac七ivi七yを抽出・精製 し, それが分子量
 65,000の蛋白質であるところまで究明 している。 最近各種サイ トカイ ンの分離, 同定が続々とな
 されているが, 本研究もその1つとして重要な地位を占めるものである。 よってこの研究は, 充
 分医学博士 の学位 に相当する ものであ る。
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